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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
GC   Plinska kromatografija (ang. Gas Chromatography) 
HPLC  Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High-Preformance 
Liquid Chromatography) 
IC 50  Polovica maksimalne inhibitorne koncentracije (ang. Half Maximal 
Inhibitory Concentration) 
LB medij Luria-Bertani medij 
MS   Masna spektrometrija (ang. Mass Spectrometry) 
NMR  Jedrska magnetna resonanca (ang. Nuclear Magnetic Resonance) 
PDA  Krompirjev agar z dekstrozo (ang. Potato Dextrose Agar) 
TFA  Trifluoroocetna kislina (ang. Trifluoroacetic Acid) 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
1.1.1 Problem mikrobiološke rezistence 
Odpornost na zdravila, zlasti bakterijska odpornost na antibiotike je globalni pojav 
(Laxminarayan in Heymann, 2012). Med bakterijami se pojavljajo novi mehanizmi 
odpornosti in se širijo po vsem svetu, kar ogroža našo sposobnost zdravljenja običajnih 
nalezljivih bolezni. Posledice tega so lahko podaljšano trajanje bolezni, invalidnost ali celo 
smrt. Brez učinkovitih protimikrobnih sredstev za preprečevanje in zdravljenje okužb 
postajajo zelo ogroženi tudi mnogi medicinski postopki, kot so presaditev organov, 
kemoterapija raka, obvladovanje sladkorne bolezni in večji kirurški posegi (WHO). Očitno 
je, da so potrebe po novih protimikrobnih učinkovinah velike, zato smo se v našem 
raziskovalnem delu osredotočili na iskanje novih potencialnih protimikrobnih učinkovin. 
1.1.2 Glive kot vir novih učinkovin 
V okvir raziskave smo vključili lesne in endofitne glive. Glive so namreč vsestranski in 
dragocen vir učinkovin z ogromnim farmacevtskim potencialom (Vaz in sod., 2009; 
Bhagobaty in Joshi, 2012; Wang in sod., 2012). Objavljenih je tudi vedno več virov, ki 
poročajo o endofitnih glivah, ki proizvajajo protimikrobne učinkovine (Janeš in sod., 2007; 
Xiaoye in sod., 2012; Ravnikar in sod., 2015). 
1.2 NAMEN DELA 
Namen magistrskega dela je bil ovrednotiti morebitno protimikrobno delovanje izvlečkov 
izbranih lesnih in endofitnih gliv. Delo je potekalo v naslednjih korakih: 
 z Oddelka za lesarstvo na Biotehniški fakulteti v Ljubljani smo pridobili vzorce 
gliv, 
 pripravili smo izvlečke gliv, 
 bakterije Escherichia coli DH5-α, Lactococcus lactis NZ9000 in Staphylococcus 
aureus NCTC 10788 smo namnožili na ustreznem gojišču; 
 z mikrodilucijskim testom smo določili protimikrobno delovanje izvlečkov proti 
grampozitivnim in gramnegativnim bakterijam; 
 s pomočjo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti (ang. High-Performance 
Liquid Chromatography, HPLC) smo ločili posamezne spojine v izvlečku, ki je 
kazal protimikrobno delovanje; 
 s ponovnim mikrodilucijskim testom smo določili, katera je tista spojina, ki ima 
protimikrobno delovanje; 
2 
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 s pomočjo masne spektrometrije (ang. Mass Spectrometry, MS), plinske 
kromatografije z masno spektrometrijo (ang. Gas Chromatography – Mass 
Spectrometry, GC-MS) in jedrske magnetne resonance (ang. Nuclear Magnetic 
Resonance, NMR) smo določili strukturo aktivnih spojin. 
Postavili smo sledeče hipoteze. 
1. Predvidevamo, da bo izvleček ene ali več vrst gliv izkazoval protimikrobno 
delovanje proti grampozitivnim ali gramnegativnim bakterijam. 
2. Predvidevamo, da bo protimikrobni učinek dovolj izražen, da nam bo to omogočilo 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 PROTIMIKROBNE UČINKOVINE 
Protimikrobne učinkovine so molekule različnih razredov, ki zavirajo množenje in rast 
mikroorganizmov ali ubijejo mikroorganizme, kot so bakterije, glive ali virusi. Ločimo jih 
lahko glede na kemijsko strukturo in glede na mehanizem delovanja. Glede na mehanizem 
delovanja ločimo (Pignatello, 2013):  
- učinkovine, ki zavirajo sintezo bakterijskih celičnih sten; 
- učinkovine, ki delujejo neposredno na celično membrano mikroorganizma in 
povečujejo prepustnost, kar vodi do puščanja znotrajceličnih spojin; 
- učinkovine, ki motijo delovanje ribosomalne 30S ali 50S podenote in tako 
reverzibilno zavirajo sintezo beljakovin (splošno bakteriostatične); 
- učinkovine, ki se vežejo na 30S ribosomalno podenoto in spreminjajo 
beljakovinsko sintezo (navadno bakteriocidne); 
- učinkovine, ki vplivajo na metabolizem bakterijskih nukleinskih kislin (zaviralci 
RNA polimeraze ali topoizomeraze) in  
- antimetabolite. 
2.2 MIKROBIOLOŠKA ODPORNOST 
Mikrobiološka odpornost se pojavi, ko se mikroorganizmi, kot so bakterije, glive, virusi ter 
paraziti spremenijo, ko so izpostavljeni protimikrobnim učinkovinam (antibiotiki, 
antimikotiki, protivirusna zdravila…). Posledično učinkovine postanejo neučinkovite in 
okužbe ostanejo v telesu, kar poveča nevarnost širjenja na druge (WHO). Selekcija bakterij 
z odpornostjo na antibiotike je naravni pojav, povezan s količino uporabljenih antibiotikov 
- več kot se antibiotiki uporabljajo, hitreje se pojavijo in širijo odporni sevi (Goossens in 
sod., 2005; Andersson in Hughes, 2010; Cassir in sod., 2014). 
Bakterijska odpornost na antibiotike je globalni pojav. Odporne okužbe povečujejo 
obolelost in smrtnost ter podaljšujejo čas nalezljivosti. V državah z visokimi dohodki 
problem mikrobiološke odpornosti na prvo generacijo antibiotikov ni tako zelo velik, saj 
jim je omogočen dostop do dražje druge ali tretje generacije antibiotikov. Mikrobiološka 
odpornost je večji problem v državah v razvoju, kjer je stopnja nalezljivih bolezni visoka, 
pacienti pa si že tako ne morejo privoščiti antibiotikov, kaj šele dražjih iz druge generacije. 
Slaba higiena, nezanesljiva oskrba z vodo, civilni konflikti in naraščajoče število imunsko 
ogroženega prebivalstva z okužbo z virusom HIV olajšujejo oboje, tako razvoj odpornih 
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2.3 SPOJINE IZOLIRANE IZ GLIV 
Pri nenehnem iskanju novih učinkovin, tako v farmacevtski industriji kot v kmetijstvu, je 
bilo ugotovljeno, da je za odkrivanje novih snovi ki bi se lahko razvile v nove industrijske 
izdelke, naravna selekcija boljša od kombinatorne kemije (Shulz in sod., 2002). Naravna 
selekcija je namreč usmerjen proces, zato naravne spojine ustrezajo specifičnemu 
receptorju na tarči. Kombinatorna kemija pa je, kljub temu, da nam lahko zagotovi veliko 
število različnih struktur, še vedno naključna, kar zahteva dodatna testiranja (Shulz in sod., 
2008). Nekoč so na vsakih 10000 preiskanih naravnih učinkovin odkrili eno, ki je lahko 
postala komercialni produkt. S prihodom kombinatorne kemije se je to razmerje 
spremenilo. Pregled 100000 struktur na dan, ki so izvirale tako iz kombinatorne kemije kot 
iz narave, je prinesel manj kot 1 komercialni produkt na leto. 
Ker so naravne spojine prilagojene posebni funkciji v naravi, bi se za iskanje novih 
sekundarnih metabolitov morali osredotočiti na organizme, ki še niso toliko raziskani. 
Do nedavnega je bilo iskanje novih metabolitov iz gliv osredotočeno predvsem na 
naključni pregled izolatov. Pri optimizaciji iskanja novih bioaktivnih metabolitov je 
pomembno upoštevati, da sekundarni metaboliti, ki jih sintetizira gliva ustrezajo svoji 
ekološki niši in da presnovne reakcije lahko povečajo sintezo sekundarnih metabolitov. 
Endofitne glive izpolnjujejo oba kriterija – rastejo znotraj svojih rastlinskih gostiteljev brez 
očitnih simptomov bolezni in rast v tem habitatu vključuje stalno presnovno interakcijo 
med glivami in gostiteljem. Poleg tega je bilo do sedaj v primerjavi z glivičnimi 
rastlinskimi patogeni in glivičnimi izolati iz tal, relativno malo sekundarnih metabolitov 
izoliranih iz endofitnih gliv (Shulz in sod., 2002). 
V zadnjih letih so iz zelišč in dreves izolirali že mnogo endofitnih gliv, pregledali njihove 
biološke aktivnosti in izolirali ter določili strukturo njihovih biološko aktivnih spojin. 
Izolirane snovi so izhajale iz različnih biosinteznih poti, kot so na primer izoprenoidna 
biosintezna pot, poliketidna biosintezna pot, sinteza aminokislinskih derivatov in so 
pripadale različnim strukturnim skupinam: alkaloidi, terpenoidi, steroidi, ksantoni, kinoni, 
laktoni, fenoli, izokumarini, benzopiranoni, tetraloni… (Shulz in sod., 2002, 2008; Zhang 
in sod., 2006). Kazale so različne načine delovanja: protibakterijsko, protivirusno, 
antioksidativno, antidiabetično, protirakavo in imunosupresivno delovanje (Zhang in sod., 
2006; Martinez-Klimova in sod., 2017). 
2.3.1 Protimikrobne spojine iz gliv 
Že sredi 40. let 20. stoletja se je začela popolnoma nova doba v medicini in biotehnologiji 
z odkritjem in nadaljnjo širšo terapevtsko uporabo penicilina iz filamentozne glive 
Penicillium chrysogenum. Odkritje tako učinkovite spojine je že v tistih časih sprožilo 
iskanje drugih učinkovitih antibiotikov. Čeprav se je pozornost kmalu oddaljila od gliv in 
so se vedno bolj osredotočali na aktinomicete, je v 80. letih 20. stoletja nitasta gliva 
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Tolypocladium inflatum z njenim selektivno imunosupresivnim metabolitom 
ciklosporinom povzročila drug kvantni skok v medicini (Dreyfuss in Chapela, 1994). 
Zaradi problemov z antibiotično rezistenco je iskanje protimikrobnih učinkovin ponovno v 
polnem teku. Začeli smo se zavedati, da so glive dragocen vir učinkovin z ogromnim 
farmacevtskim potencialom, zato se sedaj zopet vračamo k njim. Poteka veliko raziskav v 
smeri iskanja novih gliv, kot vira protimikrobnih učinkovin (Janeš in sod., 2007; Xiaoye in 
sod., 2012; Ravnikar in sod., 2015; Martinez-Klimova in sod., 2017). Iščejo in preizkušajo 
ekstrakte iz endofitnih gliv, da bi dobili nove bioaktivne spojine z minimalno inhibitorno 
koncentracijo, primerno za nadaljnje študije (Martinez-Klimova in sod., 2017). Janeš in 
sod. (2007) so poročali o dveh endofitih s protimikrobno aktivnostjo. Endofit Epicoccum 
purpurascens je kazal dober protimikrobni učinek proti bakterijama S. aureus in P. 
aeruginosa ter zelo dober protimikrobni učinek proti bakteriji E. coli. Endofit Truncatella 
hartigii pa je kazal dober protimikrobni učinek proti bakteriji E. faecalis in šibek 
protimikrobni učinek proti bakteriji S. aureus. Xiaoye in sod. (2012) so testirali 
protimikrobno aktivnost izolatov iz bambusovih vej (Phyllostachys edulis). Najbolj sta 
izstopala izolata PE120 in PE130. Izolat PE120 je sorodnik endofita Shiraia sp. in kaže 
široko spektralno in učinkovito protimikrobno aktivnost proti človeškim patogenom S. 
aureus in B. subtilis. Izolat PE130 pa je podoben glivi Penicillium sp. in je pri testiranju 
kazal najboljšo inhibicijo proti S. aureus, B. subtilis, L. monocytogenes, S. bacteria, C. 
albicans, A. phaeospermum in G. avenacea. Tejesvi in sod. (2013) so poročali o odkritju 
novega peptida imenovanega trtesin, ki ga proizvaja endofitna gliva Fusarium tricinctum 
in kaže protimikrobno aktivnost proti bakterijam Staphylococcus carnosus in kvasovkam 
Candida albicans in Candida utilis (minimalna inhibitorna koncentracija tako za bakterijo 
kot tudi za kvasovki je 64 μg/ml). Ravnikar in sod. (2015) so poročali o petih 
diklorometanskih izvlečkih endofitnih gliv Lophodermium pinastri, Phoma herbarum in 
Lophodermium seditiosum, ki kažejo protimikobno aktivnost proti bakteriji E. coli 
ER2738; Shiono in sod. (2015) so poročali o odkritju štirih novih spojin imenovanih 
fomadekalin F, 8a-monoacetoksifomadekalin D, 3-epi-fomadekalin D in 13-
hidroksilmakroforin A, ki jih proizvaja endofitna gliva Microdiplodia sp. in kažejo 
aktivnost proti bakterijam Pseudomonas aeruginosa in S. aureus. Alvin in sod. (2016) so 
poročali o odkritju poliketida imenovanega javacin, ki ga proizvaja endofitna gliva 
Fusarium sp. in kaže močno protimikrobno aktivnost proti bakterijam Mycobacterium 
tuberculosis (minimalna inhibitorna koncentracija 25 μg/ml) in Mycobacterium phlei 
(minimalna inhibitorna koncentracija 50 µg/ml). 
Nekatere raziskovalne skupine pa testirajo protimikrobno aktivnost ekstraktov lesnih gliv. 
Sheena in sod. (2003) so testirali protimikrobno aktivnost metanolnih izvlečkov gliv 
Phellinus rimosus, Ganoderma lucidum in Navesporus floccosa proti bakterijam 
Escherichia coli, Pseudomonas aeuroginosa, Staphylococcus aureus, Salmonela 
typhimurium in Bacillus subtilis. Izvlečka gliv P. rimosus in N. floccosa sta kazala 
protimikrobno aktivnost proti vsem bakterijskim sevom. Izvleček glive G. lucidum pa je 
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kazal protimikrobno aktivnost proti bakterijam E. coli, S. thphimurium in B. subtilis. 
Kemijska analiza metanolnih izvlečkov gliv je pokazala prisotnost polifenolov, 
flavonoidov, kinonov in terpenov. Iftekhar in sod. (2011) pa so testirali protimikrobno 
aktivnost etanolnih izvlečkov gliv Ganoderma lucidum, Auricularia auricula in Pleurotus 
florida proti bakterijam E. coli in S. aureus. Izvleček glive A. auricula je pokazal znatno 
protimikrobno delovanje proti bakteriji S. aureus, izvleček glive P. florida je pokazal rahlo 
protimikrobno aktivnost proti bakteriji S. aureus, izvleček glive G. lucidum pa ni kazal 
protimikrobne aktivnosti. Proti bakteriji E. coli pa noben ekstrakt ni kazal protimikrobne 
aktivnosti.  
Potekajo pa tudi nove genetske analize gliv, za katere je že znano da proizvajajo 
antibiotike, npr. iz vrste Penicillium, ki tudi prinašajo izjemne ugotovitve o ogromnem, 
predhodno še neizkoriščenem potencialu za proizvodnjo novih antibiotikov in drugih 
bioaktivnih spojin za zdravljenje raka (Nielsen in sod., 2017). 
2.4 LESNE GLIVE IN ENDOFITI 
2.4.1 Lesne glive 
Lesne glive delimo na glive bele trohnobe, glive rjave trohnobe, glive modrivke in plesni. 
Med njih spadajo na primer rodovi Ganoderma, Pleurotus, Phellinus, Auricularia in drugi. 
Močno razgradnjo lesa pa povzročajo le glive bele trohnobe in glive rjave trohnobe. Glive 
bele trohnobe so najpogostejše med lesnimi glivami in se odlikujejo po sposobnosti 
razgradnje lignina, hemiceluloze in celuloze. Pogosto povzročijo nastanek celulozno 
obogatenega belega materiala. Glive rjave trohnobe predstavljajo le 7 % lesnih gliv. Ta 
skupina lahko le delno razgradi lesne polisaharide, kar povzroči nastanek rjave snovi, ki 
sestoji iz oksidiranega lignina (Martinez in sod., 2005).  
Izkazalo se je, da veliko število glivnih bioaktivnih spojin, vpliva na imunski sistem 
človeka in se jih lahko uporablja za zdravljenje številnih bolezni. V glivah bele trohnobe so 
odkrili učinkovine, ki se uporabljalo v živilski ali farmacevtski industriji, kar spodbuja 
iskanje novih naravnih bioaktivnih spojin iz gliv. Fiziološki življenjski cikel gliv bele 
trohnobe je povezan s sorazmerno visoko koncentracijo reaktivnih kisikovih spojin, ki 
lahko sprožijo procese sekundarne razgradnje celičnih sten lesa, zato imajo ti organizmi 
zelo učinkovit antioksidacijski sistem, ki ga sestavljajo encimi (peroksidaze, lakaze, 
katalaze in superoksid dismutaze) in neencimski elementi (fenolni derivati ali polisaharidi) 
(Jaszek in sod., 2013). Glive lahko tudi premagajo težave pri razkroju lesa, kot so nizka 
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2.4.2 Endofiti 
Endofiti so glive ali bakterije, ki preživijo celotno življenje ali le del tega znotraj zdravih 
tkiv gostiteljske rastline in običajno ne povzročajo nobenih simptomov bolezni. Razmerje 
med endofitom in gostiteljsko rastlino lahko sega od latentne fitopatogeneze do vzajemne 
simbioze. Endofiti, ki kolonizirajo rastlinska tkiva, običajno od gostiteljske rastline dobijo 
hranila in zaščito, v zameno pa proizvajajo nekatere funkcionalne metabolite, ki močno 
okrepijo fitnes rastline (Tan in Zou, 2001; Zhang in sod., 2006; Martinez-Klimova in sod.; 
2017). Endofitne glive lahko spadajo med rodove Fusarium, Lophodermium, Phoma, 
Epicoccum, Microdiplodia in druge (Janeš in sod., 2007; Tejesvi in sod., 2013; Ravnikar in 
sod., 2015; Shiono in sod., 2015). 
Rastline okužene z endofiti pogosto rastejo hitreje kot neokužene rastline. Ta učinek je vsaj 
deloma posledica tega, da endofiti proizvajajo rastlinske hormone, kot so indol-3-ocetna 
kislina, citokine in druge snovi, ki spodbujajo rast rastlin in/ali deloma zaradi dejstva, da 
endofiti lahko povečajo sprejemanje hranilnih elementov (dušik in fosfor) gostitelja. 
Nekateri endofiti izboljšajo ekološko prilagodljivost gostiteljske rastline s povečanjem 
njihove tolerance do okoljskih stresov in odpornosti na rastlinske patogene, žuželke in 
rastlinojede živali. Nekateri endofiti so sposobni povečati alelopatske učinke gostitelja na 
druge vrste, ki sočasno rastejo v bližini in so po navadi konkurenti za hranila in prostor. To 
je lahko tudi razlog zakaj so lahko nekatere rastline z določenimi endofiti dovolj 
konkurenčne, da postanejo dominantne vrste v sukcesiji (Tan in Zou, 2001).  
Endofite lahko izoliramo iz rastlinskih tkiv, ki so blago površinsko sterilizirana in gojimo 
na hranilnem agarju. Običajno lahko iz ene rastline izoliramo od nekaj do več sto različnih 
vrst endofitov, med katerimi vsaj ena vrsta kaže specifičnost za gostitelja. Tudi okoljski 
pogoji pod katerimi raste gostiteljska rastlina, imajo vpliv na raznolikost populacije 
endofitov. Zato je populacija endofitov lahko bolj raznolika v tropskih območjih (Tan in 
Zou, 2001). 
Endofiti so razvili mehanizme, ki jim omogočajo tekmovanje z drugimi mikroorganizmi za 
mikrohabitat znotraj rastlin. Prav zato so endofiti dober vir za iskanje protimikrobnih 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 POTEK DELA 
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Preglednica 1: Seznam reagentov, ki smo jih uporabili 
Reagent Proizvajalec 
Acetonitril Merck 
Ampicilin Sigma Aldrich 
Diklorometan Sigma Aldrich 
Etanol (96 %) Merck 
Metanol (100 %) Merck 
Trifluoroocetna kislina Sigma Aldrich 
3.2.2 Laboratorijski pribor in material 
Preglednica 2: Seznam laboratorijskih pripomočkov, ki smo jih uporabili 
Pribor/material Proizvajalec 
Bučka z obrusi Schott 
Centrifugirka TPP 
Mikrocentrifugirka Eppendorf 
Falkon epruveta TPP 
Merilni valj Schott 
Mikrotitrska plošča TPP 
Mikrotitrska plošča z U dnom TPP 
Pasteurjeva pipeta Sigma Aldrich 
Pipeta Eppendorf 
Pipetni nastavki Eppendorf 
Viala Agilent 
3.2.3 Gojišča 
 Trdno gojišče PDA – krompirjev agar z dekstrozo (Sigma Aldrich) 
Suha mešanica………..8,4 g 
Deionizirana voda………200 ml 
 
 Tekoče gojišče M17 (Sigma Aldrich) 
Suha mešanica………..16,4 g 
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 Tekoče gojišče LB (Sigma Aldrich) 
Suha mešanica………..8 g 
Deionizirana voda………400 ml 
3.2.4 Biološki material 
3.2.4.1 Glive 
Izhodiščni material za pridobitev izvlečkov za analizo so bile glive. Nabrane in 
poimenovane lesne glive smo dobili z Oddelka za lesarstvo na Biotehniški fakulteti v 
Ljubljani. Glive so bile shranjene v zamrzovalniku na -20 °C. Tudi vzorce endofitnih gliv 
smo dobili z Oddelka za lesarstvo na Biotehniški fakulteti v Ljubljani. Vzorci so se 
nahajali na gojišču PDA in bili shranjeni na dnevni svetlobi in na sobni temperaturi. V 
poskusu smo uporabili 13 vzorcev lesnih gliv (Preglednica 3) in 46 vzorcev endofitnih gliv 
(Preglednica 4). 
Preglednica 3: Seznam lesnih gliv, ki smo jih uporabili 
Številka vzorca Ime glive (SLO) Ime glive (LAT) 
1 prava štorovka, mraznica Armillariella mellea 
2 kresilna goba Fomes fomentarius 
3 pisana ploskocevka Trametes versicolor 
4 kosmata ploskocevka Trametes hirsute 
5 smrekova obrobljenka Fomitopsis pinicola 
6 brezova goba Piptoporus betulinus 
8 osmojena bjerkandera Bjerkandera adusta 
9 rjavordeča žveplenjača Hypholoms capnoides 
10 užitna sirovka Lactarius deliciosus 
12 dišeča tramovka Gloeophyllum odoratum 
13 prosojna črnika Psathyrella hydrophila 
14 gojeni ostrigar Pleurotus sp. 
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Preglednica 4: Seznam endofitnih gliv, ki smo jih uporabili 
Številka vzorca  Ime glive (Lat)  Številka vzorca  Ime glive (Lat) 
86 Botryosphaeria dothidea  325 Phomopsis (Sacc.) 
91 Dothiorella iberica  326 Alternaria alternata 
8 Eutypella parasitica  330 Strobilurus  
63 Eutypella parasitica  336 Cadophora luteo-olivacea 
92 Botryosphaeria dothidea  365 Chaetomium 
101 Botryosphaeria dothidea  369 Graphium 
94 Dothiorella parva  370 Hyalodendriella 
85 Diplodia  371 Hypocrea 
155 Hypoxylon  431 Ophiostoma novo-ulmi 
157 Nectria galligena  432 Rhizoctonia butinii 
159 Ustulina deusta  467 Diplodia seriata 
160 Gremmeniella abietina  468 Pezicula 
261 Chalara fraxinea  348 Ceratocystis polonica 
251 Botryosphaeria stevensii  355 Ceratocystiopsis minuta 
285 Biscogniauxia nummularia  353 Graphium fimbriasporum 
318 Phomopsis theicola  344 Grosmannia cucullata 
303 Sphaeropsis sapinea  346 Grosmannia panicillata 
319 Leptospora rubella  345 Grosmannia piceaperda 
320 Epicoccum nigrum  351 Leptographium 
321 Leptosphaeria  339 Ophiostoma ainoae 
322 Lophiostoma corticola  342 Ophiostoma brunneociliatum 
323 Diaporthe viticola  352 Ophiostoma fuscum 
324 Bjerkandera adusta  343 Ophiostoma piceae 
3.2.4.2 Bakterije 
Za testiranje protimikrobnega delovanja glivnih izvlečkov z mikrodilucijskim testom smo 
uporabili naslednje bakterije: 
 Escherichia coli sev DH5-α, dobljena iz trajnih kultur na Katedri za farmacevtsko 
biologijo na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani; 
 Lactococcus lactis sev NZ9000, dobljen iz trajnih kultur na Katedri za farmacevtsko 
biologijo na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani; 
 Staphylococcus aureus sev NCTC 10788, dobljen iz trajnih kultur na Katedri za 
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3.2.5 Aparature 





GC-MS Shimadzu Corporation, Japonska 
Hladilnik (T=4°C) Gorenje 
Homogenizator IKA 









Tehtnica Mettler toledo 
Ultrazvok Iskra 
Vakuumski koncentrator (Speed Vac) Savant 
Zamrzovalnik (T=-20°C)  SANYO 
3.3 METODE 
3.3.1 Priprava izvlečkov gliv 
Pripravo izvlečkov gliv smo izvedli po metodi Ravnikar in sod. (2015). Gojišča poraščena 
z glivami so homogenizirali od velikosti delcev 5 mm, homogenizirano zmes dali v 
erlenmajerico, dodali 70 ml izbranega topila (metanol, etil acetat ali diklorometan) in 
pokrili s steklenim zamaškom. Pustili so, da je ekstrakcija potekala 24 ur. Po 24 urah so 
vzorce prefiltrirali preko filter papirja in supernatant popolnoma posušili z rotacijskim 
uparjanjem pod znižanim tlakom, da so določili suho maso izvlečkov. Izvlečke so nato 
raztopili v 50 % metanolu do koncentracije 1 mg/ml.  
V pomoč pa nam je bila tudi metoda, ki so jo izvedli Maljurić in sod. (2018) ki so kot 
topilo uporabili etanol. Po njihovem zgledu smo potem do suhih ekstraktov prišli tako, da 
smo pustili, da etanol izhlapi na sobni temperaturi. 
3.3.1.1 Lesne glive 
Vzorce gliv (Preglednica 3) smo s kuhinjskim nožem narezali na manjše koščke, velike 
približno 5 mm. Za vsako glivo smo narezali 5 g vzorca. Izjema je bila le gliva št. 15, kjer 
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smo imeli vsega vzorca le 1,574 g. Vzorce smo prenesli v čaše, dodali 30 ml 
diklorometana in jih homogenizirali s paličnim homogenizatorjem. Nekaterim vzorcem 
smo po potrebi dodali še 10-20 ml diklorometana. Čaše smo nato pokrili z aluminijasto 
folijo in vzorce pustili čez noč na sobni temperaturi. 
Naslednji dan smo homogenizirane vzorce centrifugirali (5 min, 5000 obratov/min, sobna 
temperatura), da smo ločili pelet in supernatant. Vzorce (razen dveh, kjer to ni bilo 
potrebno) smo prefiltrirali skozi filter papir. Izvlečke smo nato prenesli v centrifugirke, le-
te pa shranili v hladilnik na 4 °C. 
Sledilo je odparevanje diklorometana z rotavaporjem. Pred samim postopkom smo najprej 
stehtali prazne bučke z obrusi. V stehtane bučke smo dali izvlečke, bučke namestili na 
rotavapor in odparili diklorometan (40 °C, podtlak 600 mbar, vrtenje). Bučke s posušenim 
izvlečkom smo stehtali in izračunali maso suhega izvlečka. 
Pripravili smo 400 ml 50 % metanola. Posušenim izvlečkom smo dodali toliko ml 50 % 
metanola, da smo dobili izvleček s koncentracijo 2 mg/ml. Kjer je bila masa suhega 
izvlečka res visoka (>100 mg), smo dodali le 25 ml 50 % metanola. Suhe izvlečke smo 
potem poskušali raztopiti v 50 % metanolu, najprej s stresanjem na stresalniku, nato pa še z 
ultrazvokom. Tako pripravljene izvlečke smo prenesli v centrifugirke in jih shranili v 
hladilnik na 4 °C. 
3.3.1.2 Endofitne glive 
Diklorometanski izvlečki 
Pripravili smo dva diklorometanska vzorca iz endofitnih gliv (8 in 63, Preglednica 4), ki 
sta v predhodni raziskavi, ki je bila izvedena na Fakulteti za farmacijo, že kazala 
protimikrobno aktivnost. 
Celotno vsebino petrijevke, v kateri je bil posamezen endofit, smo razrezali s spatulo, 
stresli v čaše in dodali 50 ml diklorometana. Vzorca smo homogenizirali s paličnim 
homogenizatorjem, čaši prekrili z aluminijasto folijo in pustili čez noč na sobni 
temperaturi. 
Naslednji dan smo vzorca prefiltrirali. Sledilo je odparevanje diklorometana. Preden smo 
vzorce dali v bučke z obrusi, smo prazne bučke stehtali. Odparevanje diklorometana je 
potekalo pri 40 °C, podtlaku 600 mbar, ob vrtenju. Po odparevanju smo bučke ponovno 
stehtali in izračunali maso suhega izvlečka. Vzorca smo raztopili v 10 ml 50 % metanola. 
Tako smo dobili vzorec 8 s koncentracijo 5,3 mg/ml in vzorec 63 s koncentracijo 7,9 
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Etanolni izvlečki 
Celotno vsebino petrijevke, v kateri je bil posamezen endofit (Preglednica 4), smo razrezali 
s spatulo, stresli v čašo in dodali 50 ml 96 % etanola. Vzorce smo homogenizirali s 
paličnim homogenizatorjem, pokrili z aluminijasto folijo in pustili čez noč na sobni 
temperaturi. 
Naslednji dan smo vzorce centrfugirali in odpipetirali tekočo fazo. Tekoči fazi smo najprej 
z rotavaporjem nameravali odpariti etanol. Pred odparevanjem smo prazne bučke z obrusi 
stehali. V bučke smo nato dali vzorce, bučke namestili na rotavapor in začeli odparevati 
etanol (40 °C, podtlak 600 mbar, vrtenje). Ker etanola nismo mogli odpariti, kljub temu da 
smo poskušali prilagoditi podtlak, smo se odločili, da bomo bučke (kasneje smo uporabili 
kar čaše) pustili odprte v digestoriju, da bo etanol izhlapel. 
Ko je etanol izhlapel, smo bučke/čaše ponovno stehtali. Posušene vzorce smo raztopili v 
50 % metanolu. Volumen metanola je bil takšen, da je bila koncentracija izvlečka približno 
2 mg/ml. Kjer pa je bila masa suhega izvlečka zelo visoka, je bil maksimalen volumen 
metanola 10 ml. Raztopljene vzorce smo prenesli v centrifugirke in jih shranili v hladilnik 
na 4 °C.  
Kasneje tekom poskusa smo 1 ml vsakega vzorca odpipetirali v mikrocentrifugirko in 
mikrocentrifugirke dali v vakuumski koncentrator (Speed Vac). Z vakuumskim 
koncentratorjem smo vzorce skoncentrirali do volumna 250 µl. 
3.3.2 Mikrodilucijski test 
Mikrodilucijska metoda MIC se uporablja za (polkvantitativno) merjenje in vitro delovanja 
protimikrobnega sredstva proti mikroorganizmom. V sterilno plastično mikrotitrsko 
ploščo, ki vsebuje različne koncentracije protimikrobnih sredstev, inokuliramo standardno 
število mikrobnih celic. Po inkubaciji, ki poteka čez noč pri 35 ± 2°C, se določi minimalna 
inhibitorna koncentracija (MIC) z upoštevanjem najnižje koncentracije protimikrobnega 
sredstva, ki je vidno zavirala rast mikroorganizmov (Miller in sod., 2010; Leber, 2016). 
Za mikrodilucijski test smo vzeli za zgled metodo, ki so jo uporabili Ravnikar in sod. 
(2015). Sveže namonoženo bakterijsko kulturo so s sterilno zanko prenesli v 10 ml sterilne 
0,9 % raztopine natrijevega klorida in suspenzijo redčili, da so dobili absorbanco končne 
suspenzije pri valovni dolžini 625 nm med 0,08 in 0,1. 800 μl te suspenzije so razredčili s 
25 ml 0,02 % sterilne raztopine Tween® 80, da so dobili suspenzijo bakterij, ki so jo 
uporabili kot inokulum v mikrodilucijskem testu. Njihov mikrodilucijski test je potekal na 
mikrodilucijski plošči s 96 luknjicami z okroglim dnom. V vsako luknjico so nanesli 90 μl 
gojišča Mueller-Hinton, 10 μl inokuluma in 10 μl testnega izvlečka. Vsak izvleček so 
nanesli v duplikatih. Za primerjavo učinkovitosti izvlečkov so za pozitivno kontrolo 
uporabili natrijevo sol ampicilina. Mikrodilucijsko ploščo so inkubirali 24 ur pri 37 °C in 
nato odčitali rezultate. 
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3.3.2.1 Gojenje in priprava bakterij 
Escherichia coli DH5-α 
Dvajset ml gojišča LB smo dali v centrifugirke. V gojišče smo iz trajne kulture nacepili 
bakterijo E. coli sev DH5-α v dveh paralelkah. Centrifugirki smo dali v inkubator na 37 °C 
s stresanjem in pustili čez noč, da se bakterije namnožijo. 
Naslednji dan smo bakterije v gojišču razredčili in jim izmerili optično gostoto. Tako smo 
dobili ustrezno koncentracijo bakterij za nadaljnji mikrodilucijskli test. Končna redčitev je 
bila taka, da je bila absorbanca pri valovni dolžini 600 nm med 0,08 in 0,1. 
Lactococcus lactis NZ9000 
Dvajset ml gojišča M17 smo dali v centrifugirke. V gojišče smo iz trajne kulture nacepili 
bakterijo L. lactis sev NZ9000 v dveh paralelkah. Centrifugirki smo nato dali v inkubator 
na 30 °C brez stresanja in pustili čez noč, da se bakterije namnožijo. 
Naslednji dan smo bakterije v ustreznem gojišču razredčili in jim izmerili optično gostoto. 
Tako smo dobili ustrezno koncentracijo bakterij za nadaljnji mikrodilucijski test. Končna 
redčitev je bila taka, da je bila absorbanca pri valovni dolžini 600 nm med 0,08 in 0,1. 
Staphylococcus aureus NCTC 10788 
Dvajset ml gojišča LB smo dali v centrifugirko. V gojišče smo iz trajne kulture nacepili 
bakterije S. aureus sev ACTC 10788. Centrifugirko smo dali v inkubator na 37 °C s 
stresanjem in pustili čez noč, da se bakterije namnožijo. 
Naslednji dan smo bakterije v ustreznem gojišču razredčili in jim izmerili optično gostoto. 
Tako smo dobili ustrezni koncentracijo bakterij za nadaljnji mikrodilucijski test. Končna 
redčitev je bila taka, da je bila absorbanca pri valovni dolžini 600 nm med 0,08 in 0,1. 
3.3.2.2 Izvedba mikrodilucijskega testa 
Iz prekonočne kulture posamezne bakterije z visoko optično gostoto smo pripravili 5 ml 
bakterijske kulture s tako koncentracijo, da je bila absorbanca pri valovni dolžini 600 nm 
med 0,08 in 0,1 (tekom poskusa smo koncentracijo bakterij tudi malo povišali, tako da je 
bila absorbanca pri valovni dolžini 600 nnm okoli 0,15). To smo dosegli tako, da smo 
določen volumen prekonočne kulture bakterij redčili z ustreznim volumnom ustreznega 
medija. 
Mikrodilucijski test je potekal na mikrotitrski plošči. Na začetku smo za mikrodiluicijski 
test z bakterijami E. coli in L. lactis uporabljali mikrotitrsko ploščo, ki je imela luknjice v 
obliki črke U, kasneje pa smo se odločili za uporabo mikrotitrskih plošč z luknjicami z 
ravnim dnom, kar nam je omogočilo spremljanje rasti bakterij z merjenjem absorbance pri 
valovni dolžini 600 nm. 
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V posamezno luknjico mikrotitrske plošče smo nanesli 90 µl razredčene bakterijske kulture 
in 10 µl izvlečka. Vsak izvleček smo nanesli v dve luknjici. Na vsaki mikrotitrski plošči 
smo imeli tudi pozitivno kontrolo (90 µl razredčene bakterijske kulture in 10 µl 50 % 
metanola) in negativno kontrolo (90 µl razredčene bakterijske kulture, 9 µl 50 % metanola 
in 1 µl ampicilina). 
Mikrotitrsko ploščo smo potem pokrili in postavili v inkubator z ustrezno temperaturo (E. 
coli in S. aureus na 37 °C, L. lactis pa na 30 °C) in pustili čez noč.  
Naslednji dan smo odčitali rezultate. Pri ploščah z luknjicami v obliki črke U smo 
spremljali prisotnost oziroma odsotnost pikic – bakterijskih usedlin (Slika 2). Pri ploščah z 
luknjicami z ravnim dnom pa smo izmerili absorbanco pri valovni dolžni 600 nm.  
Absorbanco pri valovni dolžini 600 nm smo merili pred inkubacijo in po 24 urah 
inkubacije. Rezultate smo potem izračunali po enačbah (1, 2, 3, 4). 
 
Razlika absorbanc = Absorbanca po 24 urah inkubacije – Absorbanca pred inkubacijo 
…(1) 
Povprečna razlika absobanc = (Razlika absorbanc paralelka 1 + Razlika absorbanc paralelka 2) / 2  
…(2) 
Odstotek rasti bakterij = (Povprečna razlika absorbanc vzorca * 100) / Povprečna razlika absorbanc 
pozitivne kontrole 
…(3) 




Slika 2: Primerjava rezultatov v mikrodilucijski plošči z U dnom in v mikrodilucijski plošči z ravnim dnom 
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3.3.3 Analiza izvlečkov s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti  
Izvlečke, ki so na mikrodilucijskem testu kazali protibakterijsko aktivnost, smo analizirali 
s kromatografsko metodo HPLC, da bi določili posamezne spojine, ki delujejo 
protimikrobno.  
Za zgled smo vzeli metodo, ki so jo Maljurić in sod. (2018) uporabili za izolacijo 
fomentariola. Njihova analiza je potekala na Dionex Ultimate 3000 sistemu HPLC, ki je bil 
opremljen z detektorjem PDA. Ločevanje so izvedli na pol preparativni HPLC koloni 
Hypersil Gold (Thermo Fisher Scientific Inc., 5 μm, 150 x 10 mm). Volumen injiciranja je 
bil 100 μl. Mobilno fazo A je sestavljal acetonitril, mobilno fazo B pa 0,1 % mravljična 
kislina v vodi. Detekcija je bila izvedena pri 326 nm in zapisani so bili UV-Vis spektri 
glavnih vrhov. 
Za analizo na sistemu HPLC smo potrebovali prečiščene izvlečke, zato smo pred analizo 
vzorce prefiltrirali. Prečiščene izvlečke smo potem prestavili v viale.  
Volumen injiciranja je bil 50 µl. Temperatura kolone, na kateri je potekalo ločevanje 
spojin, je bila 40 °C. Absorbanco na HPLC smo merili pri več valovnih dolžinah hkrati 
(med drugim tudi pri 326 nm in 220 nm), za nadaljnje analize pa smo uporabili le rezultate, 
ki smo jih dobili pri valovni dolžini 220 nm. Ločevanje spojin v izvlečkih je potekalo s 
sistemom Shimadzu Prominence z nepolarno kolono C18 (Kinetex 2,6 µm XB-C18 100A, 
100 x 4,6 mm). Uporabili smo gradientno elucijo z uporabo mobilne faze A, ki je bila 
sestavljena iz vode, 2 % acetonitrila in 0,1 % TFA; in mobilne faze B, ki pa je bila 
sestavljena iz 97,9 % acetonitrila, 2 % vode in 0,1 % TFA. Spojine smo analizirali s 
fluorescenčnim detektorjem in detektorjem UV-VIS. 
Na podlagi kromatogramov, ki smo jih dobili pri analizi HPLC in na podlagi rezultatov 
mikrodilucijskega testa smo se odločili, katere izvlečke bomo uporabili za ločevanje na 
posamezne frakcije. Do posameznih frakcij smo prišli s ponovno analizo HPLC, ki je 
potekala pri enakih pogojih, le da smo tokrat določili, da se frakcije po analizi zbirajo v 
steklenih epruvetah. Iz kromatograma smo potem lahko razbrali, v kateri epruveti je 
posamezna frakcija.  
3.3.4 Analiza izvlečkov s plinsko kromatografijo z masno spektrometrijo 
Da bi čim bolj natančno določili, katere spojine imamo, smo vzorce, ki so pri 
mikrodilucijskem testu kazali aktivnost, analizirali tudi z GC-MS analizo. 
GC-MS analiza je potekala na sistemu GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu Corporation). 
Uporabili smo nepolarno kapilarno kolono (Rxi-5Sil MS, 30 m x 0,25 mm, df = 0,25 µm). 
Za nosilni plin smo uporabili helij. Pretok plina je bil 1ml/min. Volumen injiciranja je bil 1 
µl. Temperaturni program je bil od 40 °C do 300 °C s spreminjanjem temperature za 3 
°C/min in nato še 5 min pri temperaturi 300 °C. 
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Dobljene rezultate smo primerjali s podatkovnima GC-MS knjižnicama NIST 14 in 
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4 REZULTATI 
4.1 PRIPRAVA IZVLEČKOV 
4.1.1 Lesne glive 
Vzorce lesnih gliv smo ekstrahirali z diklorometanom, ki smo ga kasneje odparili in prišli 
do suhega izvlečka. Da smo lahko določili, koliko suhega izvlečka smo pridobili, smo pred 
odparevanjem diklorometana najprej stehtali suhe bučke z obrusi. Po odparevanju smo 
bučke ponovno stehtali. Razlika med masama po in pred izparevanjem, je masa dobljenega 
suhega izvlečka (Preglednica 6).  
Preglednica 6: Mase suhih izvlečkov lesnih gliv po odparevanju diklorometana 
Številka 
vzorca 
Masa bučke - 
prazna [mg] 
Masa bučke - po 
rotavaporju [mg] 




1 59221,7 59280,1 58,4 25 
2 43851,8 43867,5 15,7 8 
3 62435,2 62460,1 24,9 12,5 
4 46622 46645,1 23,1 11,5 
5 52417,5 52551,9 134,4 25 
6 49751,6 49886,2 134,6 25 
8 50042,5 50068,6 26,1 13 
9 80307,4 80356,5 49,1 25 
10 65086,8 65189,9 103,1 25 
12 60575,8 60614,7 38,9 19,5 
13 67571,7 67607,6 35,9 18 
14 79161,6 79192 30,4 15 
15 66720,5 66732,5 12 6 
 
Mase suhih izvlečkov so se gibale od 12 mg do 134,6 mg. Od mase dobljenega suhega 
izvlečka je bila potem tudi odvisna količina dodanega 50 % metanola. Dodali smo toliko 
50 % metanola, da smo dobili izvleček s koncentracijo približno 2 mg/ml. Maksimalen 
volumen dodanega 50 % metanola je bil 25 ml.  
4.1.2 Endofitne glive – diklorometanski izvleček 
Dve endofitni glivi (vzorca 8 in 63) smo ekstrahirali z diklorometanom, ki smo ga kasneje 
odparili in prišli do suhega izvlečka. Da smo lahko določili, koliko suhega izvlečka smo 
pridobili, smo pred odparevanjem diklorometana najprej stehtali suhe bučke z obrusi. Po 
odparevanju smo bučke ponovno stehtali. Razlika med masama po in pred izparevanjem, je 
masa dobljenega suhega izvlečka (Preglednica 7).  
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Preglednica 7: Mase suhih izvlečkov endofitnih gliv po odparevanju diklorometana 
Številka vzorca 
Masa bučke - 
prazna [g] 
Masa bučke - po 
rotavaporju [g] 




8 66,7488 66,8018 0,053 10 
63 80,3227 80,4015 0,079 10 
 
Masa suhega izvlečka za vzorec 8 je bila 53 mg, za vzorec 63 pa 79 mg. Želeli smo 
nekoliko višjo koncentracijo teh dveh vzorcev, zato smo dodali le 10 ml 50 % metanola. 
4.1.3 Endofitne glive – etanolni izvleček 
Endofitne glive smo ekstrahirali s 96 % etanolom. Etanol smo kasneje pustili, da izhlapi in 
prišli do suhega ekstrakta. Preden smo posamezne vzorce dali v bučko ali čašo, smo bučko 
oziroma čašo stehtali. Ko je etanol izhlapel, smo bučko oziroma čašo ponovno stehtali. 
Razlika med maso bučke po izhlapevanju in mase prazne bučke je bila masa dobljenega 
suhega izvlečka (Preglednica 8). 
Preglednica 8: Mase suhih izvlečkov endifitnih gliv po izhlapevanju etanola 
Številka 
vzorca 
Masa bučke - 
prazna [g] 
Masa bučke - po 
izhlapevanju [g] 
Masa izvlečka v 
bučki [g] 




86 100,945 100,964 0,019 19 5 
91 104,257 104,277 0,02 20 5 
92 34,625 34,669 0,044 44 10 
101 50,171 50,212 0,041 41 5 
94 50,417 50,446 0,029 29 5 
85 50,276 50,305 0,029 29 5 
155 47,944 48,012 0,068 68 5 
157 51,147 51,258 0,111 111 10 
159 76,176 79,265 3,089 3089 10 
160 66,735 66,748 0,013 13 6 
261 105,31 105,361 0,051 51 5 
251 50,098 50,125 0,027 27 10 
285 103,894 103,941 0,047 47 5 
318 50,293 50,347 0,054 54 5 
303 70,941 70,95 0,009 9 4 
319 44,984 45,08 0,096 96 10 
320 51,128 51,236 0,108 108 5 
321 45,875 45,877 0,002 2 3 
322 37,019 37,038 0,019 19 9 
323 65,096 65,125 0,029 29 10 
324 60,603 60,603 0 0 3 
     
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 8 
   
Številka 
vzorca 
Masa bučke - 
prazna [g] 
Masa bučke - po 
izhlapevanju [g] 
Masa izvlečka v 
bučki [g] 




325 48,14 48,181 0,041 41 5 
326 51,522 51,595 0,073 73 10 
330 62,459 62,466 0,007 7 3 
336 50,584 50,592 0,008 8 2 
365 50,302 50,327 0,025 25 10 
369 47,957 47,985 0,028 28 10 
370 50,317 50,317 0 0 10 
371 51,452 51,464 0,012 12 5 
431 50,632 50,651 0,019 19 10 
432 50,297 50,378 0,081 81 5 
467 46,172 46,212 0,04 40 5 
468 49,047 49,102 0,055 55 5 + 1 
348 46,423 46,591 0,168 168 5 
355 67,593 67,645 0,052 52 10 
353 101,226 101,361 0,135 135 5 
344 48,236 48,306 0,07 70 5 
346 46,08 46,122 0,042 42 5 
345 33,049 33,147 0,098 98 10 
351 32,053 32,23 0,177 177 10 
339 46,432 46,443 0,011 11 5 
342 48,088 48,158 0,07 70 5 
352 80,315 80,455 0,14 140 10 
343a 95,527 95,601 0,074 74 5 
343b 104,698 104,718 0,02 20 5 
 
Pri etanolnih izvlečkih so mase variirale od 0 mg do 3089 mg. Tudi kjer smo izračunali, da 
naj bi bila masa izvlečka v bučki 0 mg, smo se odločili dodati nekaj ml 50 % metanola. 
Možno bi namreč bilo, da je prišlo do napake pri tehtanju ali pa da je masa izvlečka tako 
nizka, da je tehtnica ne zazna. Odločili smo se, da želimo nekoliko bolj koncentrirane 
metanolne izvlečke, zato so tokrat dodani volumni metanola variirali od 2 ml do 10 ml. 
Količino dodanega metanola smo upoštevali pri nadaljnjih izračunih. 
4.2 MIKRODILUCIJSKI TEST  
4.2.1 Preliminarni mikrodilucijski test v ploščah z U dnom 
Na začetku smo za mikrodilucijski test uporabljali mikrotitrske plošče, ki so imele luknjice 
z dnom v obliki črke U. Pri teh ploščah smo spremljali prisotnost oziroma odsotnost pikic 
– bakterijskih usedlin po 24 urah inkubacije (Slika 3). Rezultate smo tako razbrali opisno 
in glede na velikost pikice določili uspešnost inhibicije rasti bakterij. Postavili smo si 
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opisni kriterij, s katerim smo opisali uspešnost inhibicije rasti bakterij. Naš kriterij je bil 
sledeč: 2+ je pomenilo intenzivno bakterijsko rast, 1+ zmerno rast, 1- je pomenilo, da se 
nam ni zdelo da bi zaznali rast glede na prejšnji dan in 2- je pomenilo zelo dobro inhibicijo 
rasti bakterij – bistro gojišče. Rezultati so podani v preglednicah 9, 10, 11 in 12. 
 
 
Slika 3: Rezultat mikrodilucijskega testa v mikrotitrskih ploščah z luknjicami v obliki črke U 
4.2.1.1 Mikrodilucijski test v ploščah z U dnom z bakterijo Lactococcus lactis 
Lesne glive 
Preglednica 9: Rezultati opisnega določanja uspešnosti inhibicije izvlečkov lesnih gliv za bakterije 
Lactococcus lactis 
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Izvlečki lesnih gliv so kazali rahlo zaviranje rasti bakterij L. lactis. 
Endofitne glive – diklorometanski izvleček 
Preglednica 10: Rezultati opisnega določanja uspešnosti inhibicije diklorometanskih izvlečkov endofitnih 
gliv za bakterije Lactococcus lactis 
Endofiti - 




Diklorometanski izvlečki endofitnih gliv niso imeli nobenega učinka na rast bakterij L. 
lactis. 
4.2.1.2 Mikrodilucijski test v ploščah z U dnom z bakterijo Escherichia coli 
Lesne glive 
Preglednica 11: Rezultati opisnega določanja uspešnosti inhibicije izvlečkov lesnih gliv za bakterije 
Escherichia coli 
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Endofitne glive – diklorometanski izvleček 
Preglednica 12: Rezultati opisnega določanja uspešnosti inhibicije diklorometanskih izvlečkov endofitnih 
gliv za bakterije Escherichia coli 
Endofiti - 
diklorometan 




Diklorometanska izvlečka endofitnih gliv nista kazala nobenega učinka na rast bakterij E. 
coli. 
4.2.2 Preliminarni mikrodilucijski test 
Za bolj natančne rezultate smo kasneje mikrodilucijske teste izvajali v mikrotitrski plošči z 
ravnim dnom, saj nam je omogočala merjenje rasti bakterij z merjenjem optične gostote. Iz 
teh podatkov meritev pred in po inkubaciji smo potem izračunali odstotek inhibicije rasti 
bakterij za posamezen izvleček. Rezultati so podani v preglednicah 13, 14, 15, 16 in 17. 
4.2.2.1 Preliminarni mikrodilucijski test z bakterijo Escherichia coli 
Endofitne glive – diklorometanski izvleček 









Diklorometanska izvlečka endofitnih gliv sta v tem mikrodilucijskem testu kazala dobro 
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Endofitne glive – etanolni izvleček 
Preglednica 14: Odstotek inhibicije rasti bakterije Escherichia coli za etanolne izvlečke iz endofitnih gliv 
Endofiti - etanol 
Odstotek inhibicije 
(%)  
Endofiti - etanol Odstotek inhibicije (%) 
86 49,2  330 24,1 
91 21,1  336 31,4 
92 /  365 31,4 
101 44,1  369 36,0 
94 33,0  370 35,7 
85 30,9  371 29,2 
155 49,5  431 31,1 
157 42,5  432 25,1 
159 23,6  467 20,0 
160 0  468 19,5 
261 42,1  348 52,1 
251 40,0  355 6,8 
285 85,8  353 33,7 
318 46,7  344 28,4 
303 /  346 43,4 
319 12,0  345 / 
320 0  351 / 
321 41,4  339 / 
322 /  342 27,4 
323 35,5  352 0 
324 30,5  343a 41,5 
325 51,6  343b 28,1 
326 /    
 
Etanolni izvlečki endofitnih gliv so se zelo različno izkazali pri inhibiciji rasti bakterij E. 
coli. Nekateri vzorci niso imeli nobenega učinka na rast bakterij E. coli (0 % inhibicije), 
nekateri pa so kazali dobro inhibicijo rasti bakterij E. coli (tudi do 50 % inhibicije rasti). 
Najbolj pa izstopa vzorec 285, ki je dosegel kar 85,8 % inhibicije rasti bakterij E. coli 
glede na pozitivno kontrolo. 
Nekaterih etanolnih izvlečkov nismo testirali proti bakteriji E. coli, ker se je že v 
predhodnih analizah izkazalo, da nimajo protimikrobne aktivnosti proti tej bakteriji. Ti 
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4.2.2.2 Preliminarni mikrodilucijski test z bakterijo Staphylococcus aureus 
Lesne glive 
Preglednica 15: Odstotek inhibicije rasti bakterije Staphylococcus aureus za izvlečke iz lesnih gliv 














Izvlečki lesnih gliv so kazali slabo protimikrobno aktivnost proti bakteriji S. aureus, saj so 
najbolj uspešni izvlečki dosegli le 20 % inhibicijo rasti bakterij glede na pozitivno 
kontrolo.  
Endofitne glive – diklorometanski izvleček 








Dikolorometanska izvlečka endofitnih gliv sta pokazala zelo različno protimikrobno 
aktivnost proti bakteriji S. aureus. Izvleček vzorca 8 je pokazal odlično protimikrobno 
aktivnost, saj je dosegel 91,4 % inhibicijo rasti bakterij S. aureus, medtem ko izvleček 
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Endofitne glive – etanolni izvleček 
Preglednica 17: Odstotek inhibicije rasti bakterije Staphylococcus aureus za etanolne izvlečke iz endofitnih 
gliv 
Endofiti - etanol 
Odstotek inhibicije 
(%)  
Endofiti - etanol Odstotek inhibicije (%) 
86 96,6  330 5,7 
91 41,3  336 0 
92 0  365 9,9 
101 66,2  369 11,4 
94 42,9  370 5,7 
85 34,7  371 12,8 
155 89,4  431 0 
157 0  432 46,6 
159 0  467 32,2 
160 0  468 60,6 
261 92,6  348 30,2 
251 1,3  355 9,3 
285 86,1  353 5,6 
318 90,1  344 35,0 
303 1,9  346 48,8 
319 4,9  345 8,0 
320 68,6  351 0 
321 42,4  339 7,5 
322 6,4  342 59,5 
323 0  352 0 
324 20,7  343a 91,2 
325 100  343b 44,2 
326 5,2    
Etanolni izvlečki endofitnih gliv so tudi proti bakteriji S. aureus kazali zelo različno 
uspešnost inhibicije rasti. Nekateri vzorci niso kazali nobene protimikrobne aktivnosti, 
nekateri kar dobro (okoli 40 % inhibicije rasti bakterij), kar 7 vzorcev pa je kazalo odlično 
protimikrobno aktivnost – okoli 90 % inhibicije rasti bakterij S. aureus. Od teh najbolj 
izstopa vzorec 325, ki je dosegel celo 100 % inhibicijo rasti teh bakterij glede na pozitivno 
kontrolo. 
4.2.3 Mikrodilucijski test z različnimi koncentracijami izvlečka 
Vzorce, ki so v preliminarnih mikrodilucijskih testih kazali dobro protimikrobno aktivnost, 
smo naprej analizirali z mikrodilucijskim testom, pri katerem smo izvlečke dodajali v 
različnih koncentracijah. Mikrodilucijski test za diklorometanske izvlečke smo izvedli z 
bakterijo E. coli, mikrodilucijski test za etanolne izvlečke, pa smo izvedli z bakterijo S. 
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4.2.3.1 Endofitne glive – diklorometanski izvleček 
 
Slika 4: Grafični prikaz rasti bakterije E. coli z dodanim posameznim vzorcem pri rastoči koncentraciji 
diklorometanskega izvlečka. 
4.2.3.2 Endofitne glive – etanolni izvleček 
 
Slika 5: Grafični prikaz rasti bakterije S. aureus z dodanim posameznim vzorcem pri rastoči koncentraciji 
etanolnega izvlečka. 
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4.2.4 IC50 izvlečkov 
Iz rezultatov mikrodilucijskega testa smo iz grafa rasti bakterij v odvisnosti od 
koncentracije dodanega izvlečka v suspenziji celic (Slika 4 in 5) s pomočjo trendnih črt 
izračunali IC50 – koncentracijo izvlečka, ki inhibira rast 50 % testnih bakterij (Aykul in 
Martinz-Hackert, 2016). Rezultati so prikazani v preglednicah 18 in 19. 
Preglednica 18: Koncentracija diklorometanskega izvlečka, ki povzroči 50% inhibicijo rasti bakterij E. coli 
Vzorec IC50 (mg/ml) 
8 0,4 
63 0,3 
Preglednica 19: Koncentracija etanolnega izvlečka, ki povzroči 50 % inhibicijo rasti bakterij S. aureus 











Glede na izračunane IC50 izstopajo vzorci 86, 285, 318 in 325, saj povzročijo 50 % 
inhibicijo rasti bakterij S. aureus že pri koncentraciji 0,5 mg/ ml ali manj. 
4.3 TEKOČINSKA KROMAROGRAFIJA VISOKE LOČLJIVOSTI IZBRANIH 
IZVLEČKOV 
4.3.1 Endofitne glive – diklorometanski izvleček 
Diklorometanska izvlečka endofitnih gliv smo dali na HPLC analizo, da bi ugotovili ali 
nam je uspelo ponovno izolirati enake spojine kot v preteklem projektu Fakultete za 
Farmacijo. Valovna dolžina, pri kateri smo merili absorbanco, je bila 220 nm. 
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Slika 6: Kromatogram za vzorec 8 – na x osi je prikazan čas [min], na y osi pa je prikazana absorbanca 
(posredno izražena z električnim signalom (uV)) 
 
 
Slika 7: Kromatogram za vzorec 63 – na x osi je prikazan čas [min], na y osi pa je prikazana absorbanca 
(posredno izražena z električnim signalom (uV)) 
Uspelo nam je pridobiti enake oz. zelo podobne kromatograme, zato smo izrazite vrhove 
frakcionirali za nadaljnje analize. 
4.3.2 Endofitne glive – etanolni izvleček 
Vzorce, ki so pri mikrodilucijskem testu kazali dobro protimikrobno aktivnost, smo 
analizirali tudi z metodo HPLC, da bi videli njihovo sestavo. Valovna dolžina pri kateri 
smo merili absorbanco je bila 220 nm. Rezultati so prikazani na slikah 8, 9, 10, 11, 12, 13, 
14, 15 in 16.  
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Slika 8: Kromatogram za vzorec 86 – na x osi je prikazan čas [min], na y osi pa je prikazana absorbanca 




Slika 9: Kromatogram za vzorec 155 – na x osi je prikazan čas [min], na y osi pa je prikazana absorbanca 
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Slika 10: Kromatogram za vzorec 261 – na x osi je prikazan čas [min], na y osi pa je prikazana absorbanca 




Slika 11: Kromatogram za vzorec 285 – na x osi je prikazan čas [min], na y osi pa je prikazana absorbanca 
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Slika 12: Kromatogram za vzorec 318 – na x osi je prikazan čas [min], na y osi pa je prikazana absorbanca 




Slika 13: Kromatogram za vzorec 320 – na x osi je prikazan čas [min], na y osi pa je prikazana absorbanca 
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Slika 14: Kromatogram za vzorec 325 – na x osi je prikazan čas [min], na y osi pa je prikazana absorbanca 




Slika 15: Kromatogram za vzorec 342 – na x osi je prikazan čas [min], na y osi pa je prikazana absorbanca 
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Slika 16: Kromatogram za vzorec 343 – na x osi je prikazan čas [min], na y osi pa je prikazana absorbanca 
(posredno izražena z električnim signalom (uV)) 
 
Če primerjamo dobljene kromatograme lahko opazimo, da se skoraj pri vseh takoj na 
začetku pojavi visok izrazit vrh (izjema so le vzorci 285, 318 in 325), vendar je le-ta 
pogosto le šum, kot posledica topila. Vzorec 285 ima dva visoka vrhova okoli 13. minute, 
vzorec 318 ima visok vrh okoli 15. minute, vzorec 325 pa ima več visokih, vendar slabo 
ločenih vrhov okoli 9. minute. Dva večja vrhova lahko opazimo še pri vzorcu 155 okoli 3. 
minute in pri vzorcu 320 okoli 16. minute. Pri vseh kromatogramih pa lahko opazimo še 
več manjših ali srednje velikih vrhov. Kriterij po katerem smo izbrali vzorce za 
frakcioniranje in nadaljnje analize so bili dobro ločeni in dovolj izraziti vrhovi. 
4.4 PLINSKA KROMATOGRAFIJA Z MASNO SPEKTROMETRIJO 
Da bi lahko čim bolj natančno določili katere spojine imamo, smo vzorce, ki so pri 
mikrodilucijskem testu kazali aktivnost, analizirali tudi z GC-MS analizo. V rezultatih 
nismo dobili nobene spojine, za katero bi lahko rekli, da ima protimikrobno aktivnost. 
Prisotne so bile le hlapne snovi z nizko molekulsko maso, za katere glede na strukturo 
predvidevamo, da ne morejo imeti protimikrobnega učinka. Dobljeni kromatogrami so 
priloženi v prilogah A, B, C, D, E, F, G, H, I ,J in K. 
4.5 MIKRODILUCIJSKI TEST FRAKCIJ 
S ponovno HPLC analizo smo nato prišli do posameznih frakcij. Frakcije, ki smo jih 
dobili, smo ponovno testirali z mikrodilucijskim testom. Rezultati so prikazani v 
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4.5.1 Mikrodilucijski test frakcij diklorometanskih vzorcev 
4.5.1.1 Mikrodilucijski test frakcij z bakterijo E. coli 





8 (7,9) 15,2 
8 (11) 50,0 
8 (12,5) 92,3 
8 (13,8) 5,0 
8 (15,7) 77,9 
8 (12,5) N 0 
8 (15,7) N 0 
Legenda: 
N – vzorec, ki smo ga kasneje pridobili s ponovno frakcionacijo. 
Številka v oklepaju označuje čas (min), pri katerem je bila frakcija odvzeta. 
V diklorometanskem izvlečku 8 so bile prisotne 3 frakcije, ki so imele dobro 
protimikrobno aktivnost proti bakteriji E. coli. Najbolj pa je izstopala frakcija, odvzeta pri 
času 12,5 min, ki je dosegla kar 92,3 % inhibicije rasti bakterij E. coli. 
4.5.1.2 Mikrodilucijski test z bakterijo S. aureus 





8 (7,9) 28,1 
8 (11) 16,3 
8 (12,5) 96,7 
8 (13,8) 11,0 
8 (15,7) 100 
8 (12,5) N 0 
8 (15,7) N 24,0 
Legenda: 
N – vzorec, ki smo ga kasneje pridobili s ponovno frakcionacijo. 
Številka v oklepaju označuje čas (min), pri katerem je bila frakcija odvzeta. 
Proti bakteriji S. aureus sta frakciji iz diklorometanskega izvlečka 8, odvzeti pri času 12,5 
min in 15,7 min, kazali odlično protimikrobno aktivnost. 
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4.5.2 Mikrodilucijski test frakcij etanolnih vzorcev 
4.5.2.1 Mikrodilucijski test z bakterijo E. coli 




285 (7,0-8,5) 17,6 
285 (10,0-11,5) 45,7 
285 (13,5-15,0) 0 
285 92,7 
325 (3,5-5,0) 0 
325 (5,5-6,5) 0 
325 (7,0-8,0) 0 
325 (9,0-10-0) 4,4 
325 (11,5-13) 19,2 
325 cela 46,2 
318 (6,0-7,5) 7,5 
318 (8,0-9,5) 10,8 
318 (10,0-11,5) 21,8 
318 (12,0-13,5) 18,8 
318 (14-15) 0 
318 (15-16) 0 
318 (16,5-17,5) 0 
318  0 
Frakcije etanolnih endoftinih vzorcev se pri mikrodilucijskem testu z bakterijo E. coli niso 
izkazale za učinkovite. Še kar dobro inhibicijo rasti bakterij je pokazala le frakcija izvlečka 
285, ki je bila odvzeta med 10,0 min in 11,5 min. Čase frakcij prikazujejo številke v 
oklepaju. Ostale frakcije niso kazale dobre protimikrobne aktivnosti. 
4.5.2.2 Mikrodilucijski test z bakterijo S. aureus 












285 (7,0-8,5) 3,5  325 (11,5-13) 50,2  318 (16,5-17,5) 30,8 
285 (10,0-11,5) 0  325 55,4  318 90,6 
285 (13,5-15,0) 8,3  318 (6,0-7,5) 24,0    
285 93,2  318 (8,0-9,5) 21,5    
325 (3,5-5,0) 11,1  318 (10,0-11,5) 37,2    
325 (5,5-6,5) 9,4  318 (12,0-13,5) 47,1    
325 (7,0-8,0) 17,4  318 (14-15) 35,9    
325 (9,0-10-0) 26,5  318 (15-16) 34,5    
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Frakcije etanolnih endoftinih vzorcev so bile pri mikrodilucijskem testu z bakterijo S. 
aureus delno učinkovite. Še kar dobro inhibicijo rasti bakterij sta pokazali frakcija izvlečka 
325, ki je bila odvzeta med 11,5 min in 13,0 min ter frakcija izvlečka 318, ki je bila 
odvzeta med 12,0 min in 13,5 min. Čase frakcij prikazujejo številke v oklepaju. Ostale 
frakcije niso kazale dobre protimikrobne aktivnosti. 
4.6 MASNA SPEKTROMETRIJA IN JEDRSKA MAGNETNA RESONANCA 
Rezultati našega poskusa so bili tudi podlaga za del bilateralnega projekta, ki je potekal v 
sodelovanju s Fakulteto za Farmacijo z Univerze v Beogradu. Tam so s pomočjo HPLC 
analize, masne spektrometrije in jedrske magnetne resonance (NMR) prišli do struktur 




Slika 17: Vrh 3 iz vzorca 325 ((Z)-(Z)-2-acetoksiprop-1-en-1-il 3-(3-((E)-3,4-dihidroksipent-1-en-1-
il)oksiran-2-il)akrilat) 
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5 RAZPRAVA 
Odpornost na zdravila, zlasti bakterijska odpornost na antibiotike je globalni pojav 
(Laxminarayan in Heymann, 2012). Zaradi problemov z antibiotično rezistenco je iskanje 
protimikrobnih učinkovin ponovno v polnem teku. Začeli smo se zavedati, da so glive 
dragocen vir učinkovin z ogromnim farmacevtskim potencialom, zato se sedaj zopet 
vračamo k njim (Janeš in sod., 2007; Xiaoye in sod., 2012; Ravnikar in sod., 2015, 
Martinez-Klimova in sod., 2017). Tako smo v okviru eksperimentalnega dela pozornost 
usmerjali v preučevanje protimikrobnega delovanja različnih izvlečkov gliv. V poskusu 
smo uporabili 13 vzorcev lesnih gliv in 46 vzorcev endofitnih gliv. Iz vzorcev smo 
pripravili izvlečke, njihovo protimikrobno delovanje pa določali z mikrodilucijskimi testi. 
Pri mikrodilucijskih testih smo uporabili tri različne vrste bakterij – eno gramnegativno 
baterijo Escherichia coli DH5-α in dve grampozitivni bakteriji Lactococcus lactis NZ9000 
in Staphylococcus aureus NCTC 10788. V vzorcih, ki so pri mikrodilucijskem testu kazali 
protimikrobno aktivnost, smo poskušali določiti, katera je aktivna spojina in kakšna je 
njena struktura. Za to smo izvedli še HPLC in GC-MS analizo. 
5.1 PRIPRAVA IZVLEČKOV 
Sheena in sod. (2003) so poročali o metanolnih izvlečkih lesnih gliv, Iftekhar in sod. 
(2011) so poročali o etanolnih izvlečkih lesnih gliv, mi pa smo se odločili da bomo 
pripravili diklorometanske izvlečke lesnih gliv. Diklorometan se je namreč izkazal za 
dobro topilo pri izvlečkih endofitnih gliv (Ravnikar in sod., 2015). Za pripravo izvlečkov 
endofitnih gliv pa smo se odločili, da uporabimo 96 % etanol (izjema sta bila le izvlečka 8 
in 63, ki smu ju ravno tako pripravili z diklorometanom), ki se je izkazal pri pripravi 
izvlečkov lesnih gliv (Iftekhar in sod., 2011). V raziskavah protimikrobne aktivnosti 
endofitov sicer pogosto uporabljajo za topilo metanol (Janeš in sod., 2007; Tejesvi in sod., 
2013; Shiono in sod., 2015), zasledili smo tudi uporabo etil acetata (Alvin in sod., 2016), 
vendar nas je zanimalo, ali se bo tudi etanol izkazal za uspešno topilo pri izvlečkih 
endofitnih gliv. Vzorcem z diklorometanom smo diklorometan odparili, vzorce z etanolom 
pa smo pustili v digestoriju na sobni temperaturi, da je etanol izhlapel. Odparevanje 
etanola z rotavaporjem namreč ni bilo uspešno. Količino dodanega 50 % metanola smo 
določili iz izračunanih mas suhih izvlečkov (Preglednica 6, 7, 8). Dodali smo toliko 50 % 
metanola, da smo dobili izvleček s koncentracijo približno 2 mg/ml. Maksimalen volumen 
dodanega 50 % metanola je bil 25 ml pri lesnih glivah in 10 ml pri endofitnih glivah. Po 
testiranju protimikrobne učinkovitosti lesnih gliv s preliminarnim mikrodilucijskim testom 
smo ugotovili, da je bolje da imamo bolj koncentrirane izvlečke, kot da imamo večjo 
količino izvlečka. Izjemi sta bila le diklorometanska vzorca endofitnih gliv, kjer je bil 
volumen dodanega 50 % metanola 10 ml ne glede na maso suhega izvlečka. Da smo suhe 
izvlečke dobro raztopili v 50 % metanolu, smo jih najprej stresali na stresalniku, ker pa to 
ni bilo učinkovito, smo jih nato raztapljali še z ultrazvokom, kar se je izkazalo za 
učinkovito. 
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Kasneje tekom poskusa smo etanolne izvlečke še bolj skoncentrirali tako, da smo 1 ml 
vsakega vzorca odpipetirali v mikrocentrifugirko in mikrocentrifugirke dali v vakuumski 
koncentrator. 
5.2 MIKRODILUCIJSKI TEST 
Za določanje protimikrobne aktivnosti izvlečkov smo najprej izvedli mikrodilucijski test. 
Testni organizmi so bile bakterije Escherichia coli DH5-α, Lactococcus lactis NZ9000 ali 
Staphylococcus aureus NCTC 10788. Bakteriji E. coli in S. aureus sta namreč pogosto 
uporabljeni bakteriji v raziskavah protimikrobne aktivnosti (Sheena in sod., 2003; Janeš in 
sod., 2007; Iftekhar in sod., 2011; Xiaoye in sod., 2012; Ravnikar in sod., 2015; Shiono in 
sod. 2015). 
Na začetku smo za preliminaren mikrodilucijski test z E. coli in L. lactis uporabljali 
mikrotitrske plošče, ki so imele luknjice z dnom v obliki črke U. Pri teh ploščah smo 
spremljali prisotnost oziroma odsotnost pikic – bakterijskih usedlin po 24 urah inkubacije 
(Slika 2). Rezultate smo tako razbrali opisno in glede na velikost pikice določili uspešnost 
inhibicije rasti bakterij. Postavili smo si opisni kriterij, s katerim smo opisali uspešnost 
inhibicije rasti bakterij. Naš kriterij je bil sledeč: 2+ je pomenilo intenzivno bakterijsko 
rast, 1+ zmerno rast, 1- je pomenilo, da se nam ni zdelo da bi zaznali rast glede na prejšnji 
dan in 2- je pomenilo zelo dobro inhibicijo rasti bakterij – bistro gojišče. Pri preliminarnem 
mikrodilucijskem testu z L. lactis smo opazili rahlo inhibicijo rasti bakterij ob dodatku 
izvlečkov lesnih gliv, medtem ko pri preliminarnem mikrodilucijskem testu z E. coli 
inhibicije rasti bakterij nismo opazili. Pomislili smo, da je možno, da se bakterije v 
luknjicah v obliki črke U posedejo v skupno točko, ter se tako zaščitijo pred zunanjimi 
vplivi – dodanim izvlečkom. Poleg tega so te rezultati precej subjektivni in je iz njih težko 
razbrati, kako dobro protimikrobno aktivnost ima izvleček, zato smo se kasneje odločili za 
uporabo mikrotitrskih ploščic, ki imajo luknjice z ravnim dnom. Te nam namreč 
omogočajo merjenje rasti bakterij z merjenjem absorbance pri valovni dolžini 600 nm in 
tako bolj objektivne rezultate. Poleg menjave ploščice smo se odločili tudi za menjavo 
bakterije – L. lactis smo zamenjali za S. aureus, saj je ta bakterija boljši predstavnik 
patogenov med grampozitivnimi bakterijami. Velikokrat ravno sev te bakterije kaže 
odpornost na antibiotike, zato se nam je zdel le-ta bolj primeren za naš test. 
Iz izmerjenih absorbanc pri 600 nm smo izračunali odstotek inhibicije rasti bakterij za 
posamezen izvleček. Opazili smo, da so nekateri izvlečki imeli precej visok odstotek 
inhibicije rasti bakterij. Odlične rezultate so nekateri etanolni izvlečki kazali predvsem pri 
preliminarnem mikrodilucijskem testu z uporabo bakterije S. aureus, saj so dosegli 
odstotek inhibicije rasti bakterij tudi med 85 % in 100 %. Malo manj obetavne rezultate pa 
so etanolni izvlečki kazali pri preliminarnih mikrodilucijskih testih z bakterijo E. coli 
(odstotek inhibicije rasti bakterij je bil do 50%, izjema le en izvleček, ki je imel odstotek 
inhibicije rasti bakterij 85 %), kar ni bilo ravno v skladu z našimi pričakovanji. Smo pa 
opazili podobnost naših rezultatov z rezultati raziskave, ki so jo opravili Iftekhar in sod. 
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(2011). Iftekhar in sod. (2011) so sicer testirali izvlečke lesnih gliv, vendar so kot topilo 
ravno tako uporabili etanol in kot testna mikroorganizma bakteriji E. coli in S. aureus. V 
njihovi raziskavi sta izvlečka kazala protimikrobno aktivnost proti bakteriji S. aureus, proti 
bakteriji E. coli pa protimikrobne aktivnosti niso zaznali, kar je precej podobno našim 
rezultatom. Oba diklorometanska izvlečka endofitnih gliv pa sta imela relativno visok 
odstotek inhibicije rasti bakterij pri mikrodilucijskem testu z bakterijo E. coli, pri 
mikrodilucijskem testu z bakterijo S. aureus pa je vzorec 8 imel zelo visok odstotek 
inhibicije rasti bakterij, vzorec 63 pa zelo nizek odstotek inhibicije rasti bakterij. Ta 
rezultat nas je zelo presenetil, saj sta obe glivi pripadnici iste vrste. Protimikrobno 
aktivnost diklorometanskih izvlečkov endofitnih gliv proti bakteriji E. coli so zaznali tudi 
Ravnikar in sod. (2015), kar se ujema z našimi rezultati. Izvlečke lesnih gliv smo testirali 
le proti bakteriji S. aureus, saj proti bakteriji E. coli že pri mikrodilucijskem testu z 
luknjicami v obliki črke U niso kazali protimikrobne aktivnosti. Protimikrobno aktivnost 
izvlečkov lesnih gliv proti bakteriji S. aureus so namreč zaznali tudi Iftekhar in sod. (2011) 
in Sheena in sod. (2013), ki pa so uporabili druga topila. Izkazalo se je, da naši izvlečki 
lesnih gliv tudi proti bakteriji S. aureus ne učinkujejo, zato smo jih v nadaljnjih testih 
izpustili. 
Vzorce, ki so kazali odlično inhibicijo rasti bakterij, smo uporabili za nadaljnji 
mikrodilucijski test, pri katerem smo izvlečke dodajali v različnih koncentracijah. Glede na 
predhodne rezultate, smo se odločili, da za mikrodilucijski test diklorometanskih vzorcev 
uporabimo bakterijo E. coli, za mikrodilucijski test etanolnih vzorcev pa bakterijo S. 
aureus. Tudi ta test je pokazal precej obetavne rezultate. Najbolj pa so izstopali trije 
izvlečki (285, 318 in 325), ki so tudi pri 1 % izvlečku v suspenziji kazali še več kot 50 % 
inhibicijo rasti bakterij. 
Iz rezultatov mikrodilucijskega testa smo iz grafa s pomočjo trendnih črt izračunali IC50 – 
koncentracijo izvlečka, ki inhibira rast 50 % testnih bakterij. Rezultati kažejo, da imamo 
nekatere izvlečke zelo močne, saj 50 % inhibicijo rasti bakterij dosežejo že pri 
koncentraciji ki je malo nižja od 0,5 mg/ml. Najbolj pa izstopa izvleček 285, ki v 
koncentraciji 1 % v suspenziji (kar je koncentracija 0,0942 mg/ml) povzroči približno 
87,83 % inhibicijo rasti bakterij S. aureus. Predvidevamo, da je v tem izvlečku zelo 
učinkovita protimikrobna spojina, ki ima velik potencial pri razvoju novih protimikrobnih 
spojin. 
5.3 TEKOČINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE LOČLJIVOSTI 
Ker so nekateri izvlečki pri mikrodilucijskih testih kazali dobre rezultate, smo se odločili, 
da bomo poskusili izolirati posamezne spojine, ki bi lahko imele protimikrobno delovanje. 
Izvlečke, ki so pri mikrodilucijskem testu kazali odlično protimikrobno aktivnost, smo na 
sistemu HPLC najprej analizirali, da smo prišli do kromatogramov, ki so nam pokazali, 
koliko različnih spojin je v vzorcu in kakšna je njihova količina. Iz kromatogramov in 
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rezultatov mikrodilucijskih testov smo izbrali štiri izvlečke (8, 285, 318 in 325), ki smo jih 
ponovno analizirali na sistemu HPLC in hkrati ločevali na posamezne frakcije. Izbrali smo 
tiste štiri izvlečke, ki so na kromatogramih imeli najbolje ločene vrhove in so pri 
mikrodilucijskem testu kazali najboljšo inhibicijo rasti bakterij. Posamezne frakcije smo 
zbirali ob časovnih intervalih, v katerih je bil zajet retencijski čas vrha, ki je bil najvišji in 
čim bolj odmaknjen od ostalih. 
5.4 PLINSKA KROMATOGRAFIJA Z MASNO SPEKTROMETRIJO 
Da bi čim bolj natančno lahko določili katere spojine imamo, smo vzorce, ki so pri 
mikrodilucijskem testu kazali dobro protimikrobno aktivnost, analizirali še z GC-MS 
analizo. V rezultatih nismo dobili nobene spojine, za katero bi lahko rekli, da ima 
protimikrobno aktivnost. Prisotne so bile le hlapne snovi z nizko molekulsko maso, za 
katere glede na strukturo predvidevamo, da ne morejo imeti protimikrobnega učinka. 
Predvidevamo, da so protimikrobne učinkovine v naših vzorcih nehlapne ali slabo hlapne, 
zato jih v te analizi nismo mogli zaznati. 
5.5 MIKRODILUCIJSKI TEST FRAKCIJ 
Ko smo z analizo HPLC prišli do posameznih frakcij, smo želeli ugotoviti, v kateri izmed 
njih se nahaja učinkovina, ki ima protimikrobno aktivnost, da bi kasneje z masno 
spektrometrijo določili njeno sestavo. 
5.5.1 Endofitne glive – diklorometanski izvleček 
Za analizo frakcij smo izbrali le en diklorometanski izvleček, saj sta oba vzorca pripadnika 
iste vrste. Odločili smo se za izvleček 8, saj je v preliminarnem mikrodilucijskem testu z 
bakterijo S. aureus kazal boljšo aktivnost kot vzorec 63.  
S HPLC analizo smo ločili 5 frakcij, ki smo jih nato analizirali z mikrodilucijskim testom. 
Mikrodilucijski test smo izvedli z obema bakterijama – z bakterijo S. aureus in z bakterijo 
E. coli. Frakciji, ki sta bili na HPLC analizi zaznani pri času 12,5 min in 15,7 min sta pri 
mikrodilucijskem testu kazali zelo močno inhibicijo rasti obeh bakterij. Ker so bili tako 
dobri rezultati, smo želeli test ponoviti, vendar nismo imeli več dovolj frakcije. Ponovili 
smo frakcioniranje in zbrali večji volumen posamezne frakcije, preostali vzorec pa poslali 
na nadaljnje analize v Beograd. Ko smo ponovili mikrodilucijski test, pa nove frakcije niso 
več kazale protimikrobne aktivnosti. Možno bi bilo, da so nam aktivne spojine v vmesnem 
času kljub shranjevanju v hladilniku razpadle ali pa aktivne spojine pri merjeni valovni 
dolžini ne absorbirajo in jih nismo izolirali. Kljub temu smo ugotovili, da ima vzorec 
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5.5.2 Endofitne glive – etanolni izvleček 
Za analizo frakcij smo med etanolnimi izvlečki izbrali 3, ki so pri mikrodilucijskem testu 
kazali najboljšo aktivnost (285, 325 in 318). 
Tudi frakcije teh vzorcev smo preizkusili na obeh bakterijah (E. coli in S. aureus). Pri 
mikrodilucijskem testu z bakterijo S. aureus je celoten izvleček 285 povzročil močno 
inhibicijo rasti bakterij, vendar posamezne frakcije tega izvlečka niso kazale dobre 
inhibicije rasti bakterij. Tudi pri mikrodilucijskem testu z bakterijo E. coli je celoten 
izvleček povzročil močno inhibicijo rasti bakterij, posamezne frakcije pa niso bile tako 
močne. Še kar dobro inhibicijo rasti bakterij je kazala le frakcija, ki se na kromatogramu 
nahaja med 10. in 11,5. minuto. Možno bi bilo, da se močna protimikrobna učinkovina 
nahaja v kakšnem manjšem vrhu, ki ga pri frakcioniranju nismo ujeli. Pri mikrodilucijskem 
testu z bakterijo S. aureus smo ugotovili, da je inhibicija rasti bakterij s celotnim 
izvlečkom nekoliko padla glede na prejšnje rezultate. Je pa približno enak odstotek 
inhibicije rasti bakterij kot celoten izvleček povzročila frakcija, ki smo jo lovili med 
časoma 11,5 min in 13 min. Pri mikrodilucijskem testu z bakterijo E. coli je celoten 
izvleček 325 kazal malo slabšo inhibicijo rasti bakterij kot pri testu z bakterijo S. aureus, 
posamezne frakcije pa niso kazale protimikrobne aktivnosti. Celoten izvleček 318 pa je pri 
testu z bakterijo S. aureus kazal močno inhibicijo rasti bakterij, vendar tudi tukaj ni nobena 
od frakcij kazala tako močne inhibicije rasti bakterij kot celoten vzorec. Še kar dobro 
inhibicijo rasti bakterij je povzročila le frakcija, ki smo jo lovili med časoma 12 min in 
13,5 min. Pri mikrodilucijskem testu z bakterijo E. coli pa niti celoten izvleček 318, niti 
njegove frakcije niso kazale protimikrobne aktivnosti. Ta izvleček sicer že v osnovi ni imel 
tako dobrega protimikrobnega učinka na bakterijo E. coli, je pa možno, da smo tekom 
filtracije izvlečkov kakšno učinkovino tudi izgubili. 
Ugotovili smo, da naši izvlečki vsebujejo protimikrobne učinkovine, bo pa v prihodnje še 
potrebno optimizirati analize, da nam jih bo uspelo izolirati in določiti njihove strukture. 
5.6 MASNA SPEKTROMETRIJA IN JEDRSKA MAGNETNA RESONANCA 
Rezultati našega poskusa so bili tudi podlaga za del bilateralnega projekta, ki je potekal v 
sodelovanju s Fakulteto za Farmacijo iz Univerze v Beogradu. Tam so s pomočjo HPLC 
analize, masne spektrometrije in jedrske magnetne resonance (NMR) prišli do struktur 
dveh spojin, izoliranih iz endofitne glive Phomopsis (Sacc.). Ti dve spojini pa bi lahko bili 
spojini vodnici za potencialni razvoj novih antibiotičnih spojin. O izoliranih 
protimikrobnih učinkovinah iz endofitne glive Phomopsis (Sacc.) so poročali tudi že v 
preteklosti (Hussain in sod., 2011; Xiping in sod., 2008), vendar ne gre za enake spojine 
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6 SKLEPI 
- Izbrane lesne glive ne kažejo izrazite protimikrobne aktivnosti proti bakterijam L. 
lactis, E. coli in S. aureus. 
- Iz endofitnih gliv smo pripravili etanolne izvlečke, ki kažejo protimikrobno aktivnost 
tako proti bakteriji E. coli kot tudi proti bakteriji S. aureus. 
- Etanolni izvlečki endofitnih gliv imajo boljšo protimikrobno aktivnost proti bakteriji S. 
aureus kot proti bakteriji E. coli. 
- Na podlagi rešetanja izvlečkov gliv smo prišli do dveh struktur spojin, ki imata velik 
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7 POVZETEK 
Odpornost na zdravila, zlasti bakterijska odpornost na antibiotike je globalni pojav. Med 
bakterijami se pojavljajo novi mehanizmi rezistence, kar ogroža našo sposobnost 
zdravljenja običajnih nalezljivih bolezni. Potrebe po novih protimikrobnih učinkovinah 
tako naraščajo. Glive so dragocen vir učinkovin z ogromnim farmacevtskim potencialom, 
zato smo v okviru magistrskega dela preučevali protimikrobno aktivnost 13 vzorcev lesnih 
gliv in 46 vzorcev endofitnih gliv. 
V prvem sklopu raziskovalnega dela smo iz vzorcev pripravili diklorometanske oziroma 
etanolne izvlečke gliv. Potencialno protimikrobno aktivnost posameznih izvlečkov smo 
najprej preverili s preliminarnim mikrodilucijskim testom. Preliminaren mikrodilucijski 
test smo izvajali tako z gramnegativnimi bakterijami (E. coli) kot tudi z grampozitivnimi 
bakterijami (L. lactis in S. aureus). Iz dobljenih rezultatov smo izračunali odstotek 
inhibicije rasti bakterij glede na pozitivno kontrolo, ki jo je posamezen izvleček povzročil 
in najmočnejše uporabili v nadaljnjih analizah. Ker je bil proti bakteriji S. aureus aktiven le 
en diklorometanski vzorec, smo mikrodilucijski test opravili z bakterijo E. coli, kjer sta 
aktivnost kazala oba. Najboljšo inhibicijo rasti bakterij so etanolni izvlečki kazali proti 
bakteriji S. aureus, zato smo nadaljnji mikrodilucijski test, kjer smo uporabili različne 
koncentracije izbranih izvlečkov, izvedli s to bakterijo. Ker so izvlečki kazali dobro 
protimikrobno aktivnost, smo jih nato analizirali s HPLC. Naš naslednji cilj je bil namreč 
priti do posamezne spojine, ki ima protimikrobni učinek v izvlečku in določiti njeno 
strukturo. S HPLC analizo smo prišli do kromatogramov, iz katerih smo lahko razbrali 
koliko različnih spojin imamo v vzorcu in kakšna je njihova vsebnost. Nato smo ponovno 
izvedli HPLC analizo, ki je potekala pod enakimi pogoji kot prva, s to razliko, da smo 
tokrat določili, da se frakcije po analizi zbirajo v steklenih epruvetah. Iz kromatograma 
smo potem razbrali, v kateri epruveti je posamezna frakcija. Posamezne frakcije smo 
potem ponovno testirali na preliminarnem mikrodilucijskem testu, da bi ugotovili v katerih 
frakcijah se nahajajo protimikrobne učinkovine. Želeli smo namreč priti do posamezne 
spojine, ki ima protimikrobno aktivnost in z masno spektrometrijo določiti njeno identiteto. 
Za analizo frakcij smo uporabili 4 vzorce – 1 diklorometanskega (8) in 3 etanolne (285, 
325 in 318). Pri izvlečku 8 sta dve frakciji najprej kazali protimikrobno aktivnost tako proti 
bakteriji E. coli kot proti bakteriji S. aureus, ko pa smo frakcioniranje ponovili, te 
aktivnosti nismo več zasledili. Celotna izvlečka 285 in 318 sta proti bakteriji S. aureus 
kazala močno protimikrobno aktivnost, izvleček 325 pa nekoliko nižjo kot v prejšnjih 
analizah. Tudi nekatere frakcije so kazale protimikrobno aktivnost, vendar nižjo kot celotni 
izvlečki. Pri mikrodilucijskem testu z E. coli pa sta vzorca 285 in 325 kazala še kar dobro 
protimikrobno aktivnost, vzorec 318 in prav tako njegove frakcije pa te aktivnosti niso 
kazali. Tudi frakcije vzorca 325 niso kazale protimikrobne aktivnosti, le frakcije vzorca 
285 so kazale manjšo protimikrobno aktivnost. 
Naši izvlečki torej vsebujejo protimikrobne učinkovine, vendar bo v prihodnje potrebno 
optimizirati analize, da nam jih bo uspelo izolirati in določiti njihove strukture. Naši 
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rezultati so bili tudi podlaga za del bilateralnega projekta, ki je potekal v sodelovanju s 
Fakulteto za Farmacijo iz Univerze v Beogradu. Tam so prišli do dveh struktur spojin, ki bi 
lahko bili spojini vodnici za razvoj novih antibiotičnih spojin. Postavljene hipoteze smo 
tako potrdili, saj smo prišli do več izvlečkov, ki so izkazovali protimikrobno delovanje 
proti grampozitivnim ali gramnegativnim bakterijam. Protimikrobni učinek nekaterih gliv 
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